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RESUMEN  
Paraguay posee una alta tasa de incidencia de cáncer de cuello uterino de 
35/100.0000 mujeres en el año 2008 y el virus de papiloma humano (HPV) es su 
agente causal. La planificación de medidas de prevención puede ser beneficiada con 
conocimientos sobre los tipos virales, por ello, el objetivo de este estudio fue 
determinar características clínico-demográficas y los tipos de HPV presentes en 
mujeres con citología negativa para lesión escamosa intraepitelial. Estudio de corte 
transverso con componente analítico en 207 mujeres con citología negativa para lesión 
escamosa intraepitelial provenientes de centros de salud de Asunción. La tipificación 
fue realizada por reacción en cadena de la polimerasa  utilizando cebadores MY09/11 y 
GP5/GP6, seguida de polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción e 
hibridación lineal reversa, respectivamente. La asociación entre HPV y las 
características clínico-demográficas fue determinada por análisis de Chi cuadrado 
(EpiInfo versión 3,2). Se detectó alta frecuencia de HPV (21%), siendo el tipo 
predominante HPV 16 (4,3%) seguido de HPV 58/31 (2,4% cada uno). Se observó 
asociación entre la presencia de HPV y la edad (p=0,0002), detectándose mayor 
frecuencia de HPV en mujeres menores a 30 años, la cual, disminuyó al aumentar la 
edad, presentando un ligero aumento en mujeres de 60 años o más. En conclusión, los 
datos muestran una alta frecuencia de HPV y HPV 16 en mujeres menores a 30 años 
con citología negativa y sugieren la necesidad de realizar control posteriormente, a fin 
de identificar las infecciones persistentes que podrían causar lesión de cuello uterino.  
 




  Paraguay has a high incidence of cervical cancer in women of 35/100,0000 in 2008 
and the human papilloma virus (HPV) is the causative agent. The planning of 
preventive measures can be benefited by the knowledge of the viral types. Therefore, 
the aim of this study was to determine the clinical and demographic characteristics of 
the HPV types present in women with negative cytology for squamous intraepithelial 
lesion. This was a cross-sectional study with an analytical compound in 207 women 
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with negative cytology for squamous intraepithelial lesion from health centers in 
Asunción. The typification was performed by polymerase chain reaction using MY09/11 
and GP5/GP6 primers, followed by restriction fragment length polymorphism and 
reverse linear hybridization. The association between HPV and clinical-demographic 
characteristics was determined by chi-square analysis (EpiInfo version 3.2). A high 
frequency of HPV (21%) was detected being the predominant type HPV 16 (4.3%) 
followed by HPV 58/31 (2.4% each). An association between the presence of HPV and 
age was observed (p=0.0002) and a higher frequency of HPV in women younger than 
30 years was detected which decreased when age increased, showing a slight increase 
in women of 60 years or more. In conclusion, the data show a high frequency of HPV 
and HPV 16 in women under 30 years of age with negative cytology and suggest a 
need for further monitoring in order to identify persistent infections that could cause 
cervical lesion. 
  
Keywords: classification, human papillomavirus, negative cytology, clinical-
demographic characteristics.  
 
INTRODUCCIÓN 
El virus del papiloma humano (HPV) es el principal agente causal de la neoplasia 
cervical intraepitelial (CIN) y del cáncer de cuello uterino. Se han detectado más de 
100 tipos de HPV, de los cuales, aproximadamente 40 tipos infectan la mucosa 
cervical. Estos son clasificados como bajo riesgo oncogénico (LR-HPV) o alto riesgo 
oncogénico (HR-HPV), basados en asociaciones epidemiológicas conocidas. El grupo de 
HR-HPV comprende los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 
82 que son detectados en más del 95% de los casos de carcinoma cervical (1,2). 
El tipo viral infectante es considerado como el factor más importante en la patogenia 
del CIN y del cáncer de cuello uterino. Entre los HR-HPV, estudios realizados en varios 
países por la International Agency for Research on Cancer (IARC), demostraron que el 
HPV-16 es el más prevalente en la mucosa cervical, siendo detectado en el 50 a 60% 
de los casos de cáncer cervical, seguido del HPV-18 detectado en el 14% de los casos 
(3,4). 
Por otro lado, han sido descriptos otros factores externos o cofactores que favorecen 
la adquisición de infección por HPV y el desarrollo de las lesiones precancerosas como: 
edad menor a 30 años, número de parejas sexuales, inicio temprano de relación 
sexual, multiparidad, hábito de fumar, el uso por tiempo prolongado de 
anticonceptivos orales, entre otros, los cuales, pueden duplicar o triplicar el riesgo de 
desarrollar lesiones pre-neoplásicas y cáncer en mujeres infectadas con HR-HPV (5-7). 
El conocimiento de la etiología viral del cáncer de cuello uterino, ha permitido 
desarrollar métodos de prevención primaria y secundaria como la vacunación contra 
HPV y pruebas de cribado basadas en la detección de DNA HPV respectivamente (8). 
El Paraguay, según datos del Globocan 2008, ocupa el séptimo lugar en incidencia de 
cáncer de cuello uterino en América Latina y el Caribe, con una tasa estimada de 
35/100.0000 mujeres, presentando una tasa de mortalidad de 16,6/100.000 mujeres, 
con 864 nuevos casos al año y una  mortalidad anual de 407 mujeres. La planificación 
de aplicación de medidas de prevención primaria y secundaria puede ser ampliamente 
beneficiada a partir de conocimientos sobre la prevalencia de tipos específicos de HPV, 
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Considerando que en Paraguay aun existen pocos estudios de tipificación realizados 
en mujeres con citología negativa, el objetivo de este estudio fue determinar las 
características clínicos-demográficas y los tipos de HPV presentes en mujeres con 
citología negativa para lesión escamosa intraepitelial, con el propósito de proporcionar 
datos que contribuyan a fortalecer las políticas y planes nacionales de educación a la 
comunidad en el marco del programa de prevención de cáncer de cuello uterino (10-
12). 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Población 
Estudio descriptivo con componente analítico, que incluyó un total de 207 muestras 
cérvico-vaginales de mujeres con rango de edad de 26 a 44 años que asistieron al 
consultorio de ginecología de centros asistenciales públicos como el Instituto Nacional 
del Cáncer, el Instituto de Previsión Social y el Instituto de Investigaciones en Ciencias 
de la Salud, a fin de realizarse un control, a partir de marzo del 2007 hasta abril del 
2009. Las muestras de cuello uterino de las mujeres con resultado de citología 
negativo para lesión escamosa intraepitelial fueron colectadas por ginecólogos y 
remitidas al Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud para realizar 
gratuitamente la detección del genoma de HPV. Los criterios de inclusión fueron: 
mujeres que han iniciado relación sexual, no embarazadas, sin histerectomía total, sin 
tratamientos médicos (óvulos) o quirúrgicos (Loop Electrosurgical Excision Procedure-
LEEP, cono u otros) y con diagnóstico citológico actual negativo para lesión escamosa 
intraepitelial según el Sistema de Bethesda (11).    
Todas las mujeres incluidas en el estudio, completaron un cuestionario de preguntas 
cerradas y abiertas con datos reproductivos, demográficos y de historia clínica sexual.  
 
Extracción del ADN de las muestras clínicas a partir de las células frescas de 
cuello uterino. Las células cervicales fueron recolectadas empleando un cepillo cónico 
citobrush, el cual fue colocado en un tubo con una solución conservante para mantener 
la integridad de la muestra. Posteriormente, la muestra fue almacenada a -70 ºC en el 
IICS hasta su procesamiento. 
Las células cervicales fueron centrifugadas y lavadas con 1 ml de PBS, 
manteniéndose los precipitados celulares a -70 °C hasta su procesamiento. Para la 
extracción del ADN genómico, el precipitado celular se resuspendió con solución 
tamponada de extracción, la cual contenía proteinasa K (Invitrogen, USA) y se incubó 
por 1 h a 56 °C; posteriormente la enzima fue inactivada a 95 °C durante 30 min y el 
digesto crudo se utilizó como fuente de ADN templado. 
Control de calidad de los ADN templados: la integridad del ADN obtenido fue 
verificada mediante la amplificación por PCR de un fragmento de 268 pb del gen de la 
β-globina humana empleando los primers PC04 y GH20 (13). 
Seguidamente, las muestras de cepillado cérvico-vaginales extraídas fueron 
procesadas por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para determinar el tipo 
viral.  
 
Tipificación del HPV por el método de PCR-RFLP 
La detección genérica del genoma viral fue realizada en primera instancia por PCR 
utilizando el sistema de primers consenso MY 09/11 que amplifican un fragmento de 
450 pb del gen viral L1 (14). Por cada procesamiento se utilizó como control positivo 
DNA extraído de células CaSki (portadoras de HPV16) y un control negativo (agua 
destilada). Los productos amplificados fueron separados por electroforesis en gel de 
poliacrilamida (7%) y coloreados con nitrato de plata siguiendo las indicaciones 
descriptas por Sanguineti et al., 2004 (15). En cada corrida electroforética fue utilizado 
un marcador de peso molecular F X174 DNA cortado con Hae III (Invitrogen, USA). 
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La determinación de los tipos de HPV se realizó por el método de RFLP, todas las 
muestras positivas para HPV fueron digeridas utilizando de 5 a 10 unidades de enzimas 
de restricción (Bam HI, Dde I, Hae III, Hinf I, Pst I, Rsa I, y Sau 3 AI, Invitrogen, USA) 
según la metodología descrita por Bernard et al, 1994. Los productos digeridos fueron 
analizados utilizando un gel de poliacrilamida 7% y coloreados con nitrato de plata.  En 
cada corrida electroforética fue utilizado un marcador de peso molecular F X174 DNA 
cortado con Hae III (Invitrogen, USA). Finalmente los patrones de bandas obtenidos 
fueron comparados con un mapa de restricción de referencia (16). 
La clasificación de los tipos de HR-HPV se realizó según la WHO International Agency 
for Research on Cancer (IARC): 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 59, 56, 58 y 66 
(International Agency for Research on Cancer, 2007)(17). 
 
Tipificación por el método de PCR (GP5, bio6+) seguido de hibridación lineal 
reversa (RLB) 
Cuando la detección por PCR MY9,11 resultó negativa o mostró productos 
inespecíficos que impedían su posterior tipificación por RFLP, las muestras fueron 
reamplificadas usando cebadores genéricos GP 5,6+ que producen un fragmento de 
140 pb dentro del mismo gen viral. El método de GP5, 6 fue realizado como describe 
Jacobs et al., 1995, con la excepción que el primer GP5, 6+ fue biotinilado 
(BioGP6+)(18). 
La tipificación fue realizada por hibridación lineal reversa (RLB) que permite la 
detección de 37 tipos de HPV. El análisis RLB se realizó según van den Brule et al., 
2002 (19). Para la recuperación de la membrana por disociación del producto de PCR, 
la misma se lavó 2 veces con 100 ml de 1% SDS a 80°C por 30 min, cada vez seguida 
por una incubación en 150 ml de 20 mM EDTA (pH 8) a temperatura ambiente por 15 
min. Posteriormente, se guardó la membrana húmeda en un plástico transparente y 
cerrado herméticamente a 4º C hasta el nuevo uso. Según recomendaciones de van 
den Brule et al., 2002 y la experiencia previa del Laboratorio de Virus Oncogénicos 
(Instituto Malbran), la membrana fue utilizada hasta 15 veces (19). 
 
Análisis estadísticos 
El análisis de los datos fue realizado empleando estadística descriptiva y analítica. Se 
calculó el intervalo de confianza 95% (IC95%) para todas las proporciones. Para 
identificar la asociación entre la infección por HPV y características clínico demográficas 
se realizó el análisis de Chi cuadrado por el programa de EpiInfo versión 3,2. Para 
todos los análisis de datos realizados, los valores de p<0,05 fueron considerados 
estadísticamente significativos.  
 
Asuntos éticos  
El protocolo de investigación fue aprobado por el Comité de Ética del Instituto de 
Investigaciones en Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Asunción. Todas las 
mujeres participantes firmaron un consentimiento informado individual, previa 
explicación del estudio. Todos los datos e informes de resultados fueron procesados 
respetando la confidencialidad de las participantes. 
 
RESULTADOS 
Se observó infección por HPV en  21%IC95%16-27 (43/207) de mujeres con citologías 
negativas. Entre las 43 mujeres positivas para HPV se evidenció un total de 4 
infecciones múltiples (9,3%IC95%2,6-22). Todas las muestras incluidas en el estudio 
fueron positivas para B-globina y fueron consideradas apropiadas. Se observó además, 
asociación entre infección por HPV y edad menor a 30 años, p=0,0002 (tabla 1).  
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Tabla 1. Características clínico-demográficas de 207 mujeres con citología negativa según 
resultados de detección de infección por virus de papiloma humano, periodo 2007/2009 
 
 
Variablea Positiva para HPV 
nº (% IC95) 
Negativa para HPV 
nº (% IC95) 
Chi cuadrado, 
(p) 





27 (63 IC95%47-77) 
16 (37 IC95%23-53) 
 
53 (32 IC95%25-40) 
111 (68 IC95%60-75) 
p=0,0002 
Procedencia 
Alrededores de Asunción 
Asunción 
 
31 (72 IC95%56-85) 
12 (28 IC95%15-44) 
 
125 (76 IC95%69-82) 




Secundaria o más 
 
4 (9 IC95%2,6-22) 
39 (91 IC95%78-97) 
 
36 (22 IC95%16-29) 
128 (78 IC95%71-84) 
p=0,06 
 





3 (7 IC95%1,5-19) 
40 (93 IC95%81-98) 
 
13 (8 IC95%4,3-13) 
151 (92 IC95%87-96) 
p=0,84 




3 (7 IC95%1,5-19) 
40 (93 IC95%81-93) 
12 (7 IC95%4-12) 







27 (63 IC95%47-77) 
16 (37 IC95%23-53) 
 
122 (74 IC95%67-81) 
42 (26 IC95%19-33) 
p=0,13 
N° 




2 (5 IC95%0,6-16) 
41 (95 IC95%84-99) 
 
11 (7 IC95%3,4-12) 
153 (93 IC95%88-97) 
p=0,62 
Edad del primer 
embarazo 
<19 años 
> 19 años 
 
9 (21 IC95%10-36) 
34 (79 IC95%64-90) 
 
33 (20 IC95%14-27) 
131 (80 IC95%73-86) 
 
p=0,91 





11 (26 IC95%14-41) 
32 (74 IC95%59-87) 
 
48 (29 IC95%22-37) 
116 (71 IC95%63-78) 
p=0,63 




2 (5 IC95%0,6-16) 
41 (95 IC95%84-99) 
 
18 (11 IC95%7-17) 
146 (89 IC95%83-93) 
p=0,21 
HPV: virus de papiloma humano. IC: intervalo de confianza. 
 
En relación a la tipificación de HPV, se observó 5 tipos de HR-HPV y 15 tipos de LR-
HPV. HPV 16 fue el más predominante con una frecuencia del 4,3% IC95%2-8, seguido 













Mendoza L y col.: 51-55  51 
 
Tabla 2. Prevalencia de tipos de virus de papiloma humano en 207 mujeres paraguayas  























































































4 (1,9 IC95%0,5-5) 
2 (1,0 IC95%0,1-3) 
2 (1,0 IC95%0,1-3) 
2 (1,0 IC95%0,1-3) 
2 (1,0 IC95%0,1-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 

















2 (1 IC95%0,1-3) 
2 (1 IC95%0,1-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 
1 (0,5 IC95%0-3) 
 
HPV: virus de papiloma humano. HR-HPV: HPV de alto riesgo oncogénico. LR-HPV: HPV de bajo riesgo 
oncogénico. IS: infección simple. IM: infección múltiple. aPrevalencia de HPV incluyendo infecciones múltiples 
e infecciones simples. IC:intervalo de confianza. 
 
Del total de 207 mujeres con diagnóstico negativo para lesión escamosa intraepitelial, 
se observó una mayor frecuencia de HPV y HR-HPV en menores a 30 años de 34% 
IC95%24-45 y 21% IC95%13-32, respectivamente. En adición, tanto en la frecuencia de 
HPV como HR-HPV al aumentar la edad, se evidenció una disminución a la mitad o al 
tercio del valor observado en las mujeres con menos de 30 años. Finalmente, de las 8 
mujeres mayores a 60 años, 1 fue positiva para HR-HPV (12% IC95%0,3-53), 
observándose un ligero aumento de frecuencia de HPV en este grupo etareo, a pesar 
del bajo número de mujeres estudiadas. Cabe destacar, que todos los casos de 
infecciones múltiples fueron detectados en mujeres menores a 30 años (tabla 3). 
 
Tabla 3. Distribución de tipos de virus de papiloma humano por grupo etáreo de las 207 







30 a 39 
nº (%;IC95) 
40 a 49 
nº (%;IC95) 




n°  de muestras 80 49 51 19 8 






















n° de IM 
4 (5; 
IC95%1,4-12) 
    




El Paraguay es un país con alta incidencia de cáncer de cuello uterino. Este trabajo 
provee información sobre la distribución de tipos y características clínico-demográficas 
presentes en mujeres con citología negativa.  
Se observó una alta frecuencia de infección por HPV en mujeres con citología 
negativa (21%). Esta frecuencia es mayor a la observada en Europa (8%), Asia (8%) y 
comparable a la observada en estudios previos del Paraguay (19,8%), así como, a la 
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de África (22%) y países como el Brasil (23%), zonas en las cuales se observa una alta 
incidencia de cáncer de cuello uterino (Rolón et al., 2000; Franco et al 1999; Burchell 
et al., 2006) (10,20,21). En adición, en un meta-análisis realizado por de Sanjose et 
al., 2007, incluyendo 14.586 mujeres con citología normal, provenientes de Costa 
Rica, Honduras, México, Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Paraguay y Perú, la 
prevalencia de HPV fue de 12,3% en América Sur y de 20,4% en América Central (22). 
Cabe destacar, que la disparidad en la prevalencia de HPV observada en los trabajos 
anteriores puede deberse a diversos factores como: parámetros geográficos y étnicos, 
comportamiento sexual, entre otras, así como la sensibilidad y técnicas de utilizadas 
para la detección de HPV (23). 
Se observó una asociación entre la edad menor a 30 años y la infección por HPV 
(p=0,0002), en concordancia con estudios anteriores de Sanjosé et al., 2007; Lewis 
MJ, 2004; Almonte et al., 2008; Castellsague X, 2008; que observaron que la infección 
por HPV ocurre en mayor frecuencia en mujeres menores de 30 años, sugiriendo que 
es debido a que las  mujeres jóvenes que se encuentran en el periodo de mayor 
actividad sexual, exponiéndose así a adquirir infección por HPV (22,24-26). La edad es 
un factor a tener en cuenta siempre en la dinámica de toda patología, 
fundamentalmente porque en muchos casos nos ayuda a identificar los grupos más 
expuestos y focalizar la atención y recursos de manera más efectiva.  
En 207 mujeres con citología negativa se observó una mayor frecuencia de HPV 16 
de 4,3%, siendo mayor a la estimada mundialmente de 2,6, y en  América Central y 
del Sur de 3,1 (4,22). Otros tipos virales observados en orden de prevalencia en 
mujeres con citología negativas fueron HPV 31/58 (2,4% cada uno), HPV 81 (1,9%); 
HPV 45 (1,4%), entre otros menos frecuentes. La alta prevalencia de HR-HPV 
observada es alarmante ya que trabajos estiman que entre el 15-30% de mujeres con 
citología normal infectadas con estos tipos virales desarrollarán H-SIL en los próximos 
4 años (2,27). Dada la mayor tendencia del HPV 16 a persistir e inducir lesiones con 
más alto riesgo de progresión maligna en relación a otros HR –HPVs, la alta 
prevalencia de HPV 16 observada en las mujeres con NSIL de este estudio, podría 
explicar en parte la elevada incidencia de cáncer de cuello uterino en el Paraguay (28). 
En un meta-análisis realizado por Bosch et al., 2008, en mujeres con citología 
negativa, fue observado que luego del HPV 16 los tipos más prevalentes mundialmente 
fueron; HPV 18/58/52 (0,9%), HVP 51/31 (0,6%), HPV 56/33 (0,5%), con variaciones 
según la región, siendo el segundo tipo de HPV más prevalente detectado en el Norte 
de África y Noreste y Oeste de Europa el HPV 18, en el Oeste de África y América del 
Sur el HPV 58, en Centro América y el Este de Europa el HPV 31, en el Sur de Europa 
el HPV 66 y finalmente en América del Norte el HPV 53 (4,22). Estos resultados 
demuestran que la distribución de tipos de HPV en mujeres con citología negativa 
puede variar mucho de acuerdo a la región; sin embargo, el presente estudio 
concuerda con los meta-análisis que observaron que el HPV 58 y HPV 31 tanto 
mundialmente como en América Central y del Sur ocupan entre el segundo y tercer 
lugar en prevalencia, respectivamente. 
El modo en que se distribuye la frecuencia de infección de HPV según la edad difiere 
en mayor o menor medida de un país o región a otro. En este estudio la frecuencia de 
HPV en mujeres con citología negativas fue disminuyendo al aumentar la edad, 
presentando un ligero aumento en mujeres de 60 años o más, a pesar del bajo número 
de mujeres estudiadas en este último rango etáreo. Las curvas en U, como en este 
trabajo, se han observado en ciertas poblaciones con alto riesgo de cáncer cervical 
(22,25,27-29).   
Se han ensayado distintas hipótesis para tratar de explicar este tipo de curva. La 
disminución de frecuencia alrededor de los 30 años de edad puede deberse a que el 80 
a 90% de estas mujeres por debajo de los 30 años ya han iniciado sus relaciones 
sexuales y han sido expuestas a infección por HPV, desarrollando una inmunidad 
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natural, la cual permite eliminar la infección en un periodo de aproximadamente 24 
meses. Es interesante mencionar, que el 10 a 20% de mujeres que poseen una 
infección persistente tienen mayor riesgo de desarrollar una lesión si no son 
diagnosticadas y tratadas correctamente (28). El segundo pico tiende a aparecer, en la 
mayoría de los casos, en edades posteriores a la menopausia, por lo que un argumento 
es que el cambio hormonal producido en esta etapa de la vida podría favorecer la 
reactivación de infecciones latentes. Otros autores justifican este segundo pico en un 
cambio en la conducta sexual en una etapa media de la vida, con nuevas experiencias 
sexuales y un aumento de nuevas parejas (22,26,29). Este último argumento estaría a 
favor de pensar que aún las mujeres mayores estarían en riesgo de adquirir nuevas 
infecciones y por lo tanto serían beneficiadas por la vacunación contra HPV. 
En adición, en este trabajo se encontró que los 4 casos de infecciones múltiples 
fueron detectados a una edad menor a 30 años. Esto concuerda con las numerosas 
publicaciones que han establecido un pico de frecuencia de la infección por HPV en las 
mujeres muy jóvenes (menores de 30 años), con alta circulación de HR-HPV; 
presentando de 20 al 40% de ellas infecciones con al menos dos tipos de HPV 
adquiridos simultáneamente o sucesivamente (30-32). 
En suma, se observó una alta frecuencia de infección por HPV en mujeres con 
citología negativa (21%), siendo el tipo viral más frecuente el HPV 16 seguidos de 
otros HR-HPV, lo cual podría explicar en parte la elevada incidencia de cáncer de cuello 
uterino en nuestro país.  En adición, se observó una asociación entre infección por HPV 
y una edad menor a 30 años, indicando la susceptibilidad de este grupo etáreo de 
adquirir la infección y la necesidad de realizar un control para identificar las infecciones 
persistentes de HPV que podrían causar lesión de cuello uterino. En relación a la 
distribución de HPV según la edad se observó una curva en U, presentando dos picos 
uno por debajo de los 30 años y el segundo pico en 60 años o más, lo cual, a pesar del 
tamaño de muestra limitado está en concordancia a lo observado en ciertas 
poblaciones con alto riesgo de cáncer cervical. 
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